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 La chirimoya (Annona cherimola Mill.) es un fruto climatérico, subtropical del género 
Annonaceae. Madura rápidamente entre 6 a 7 días, tiempo en el cual el fruto se ablanda, el 
almidón se reduce a azúcares más simples y a diferencia de otros frutos la acidez aumenta 
para dar su sabor característico.  
Al igual que en otros frutos climatéricos, la producción de los ácidos orgánicos puede 
ser modulada por la acción de la hormona etileno. En manzana y plátano se ha descrito que 
en la maduración es etileno-dependiente, mientras que en otros frutos, como en melón o 
tomate es etileno-independiente. Sin embargo, no se ha descrito ninguna relación entre la 
acción del etileno, la acumulación de los ácidos orgánicos en la chirimoya ni su regulación a 
nivel bioquímico ni molecular. 
 Por esto en esta Tesis, se analizó el comportamiento del metabolismo de los ácidos 
orgánicos a nivel de transcritos, mediante el estudio de los cambios en los principales genes 
involucrados en su síntesis y degradación; a nivel proteico, con el estudio de la actividad en 
las enzimas claves de este metabolismo; y a nivel de metabolitos, mediante el estudio en la 
acumulación de los ácidos orgánicos preponderantes (málico y cítrico) durante la maduración 
de la variedad “Concha Lisa”, en respuesta a la inhibición de la acción del etileno.  
 De los 9 genes relacionados a este metabolismo identificados en chirimoya en este 
trabajo, se observó un aumento en la expresión de dos genes de síntesis, el que codifica 
para la malato deshidrogenasa dependiente de NAD (cyNAD-MDH) y el de la citrato sintasa 
(mCS), aumento que se correlacionaría con el incremento medido para cada ácido, lo que 
nos indicaría que estos genes serían claves para explicar el aumento de la acidez durante la 
maduración de la chirimoya. Por otra parte, nuestros resultados indican que el etileno no 
estaría regulando la acidez titulable de la chirimoya, pero si la acumulación de los ácidos 
málico y cítrico. A su vez, el etileno estaría regulando los genes involucrados en la 
degradación del ácido málico y cítrico; NADP-ME, ACON, ATP-CS y PEPC, y el de síntesis 
de ácido málico gNAD-MDH, en los cuales se ve alterada su transcripción durante la 
maduración, como también en los genes principales relacionados a la síntesis de ambos 





Flavor is a major quality attribute in fruit formed by a mixture of volatile compounds, 
sugar and acid levels, typical of each fruit. Cherimoya (Annona cherimola Mill.) is a 
climacteric subtropical fruit which shows an acidity increase during ripening in contrast to 
most fruits. The hypothesis of this study is: “Ethylene regulates organic acids metabolism in 
cherimoya, causing a transcript increase of genes encoding PEPC and NAD-MDH enzymes 
and a transcript decrease of NADP-ME and ACON, resulting in malic and citric acid 
accumulation”. For this, “Concha Lisa” variety cherimoyas were harvested and stored at 20°C 
under ethylene, 1-MCP and control conditions. To characterize the ripening process, ethylene 
production, respiration rate, flesh firmness, soluble solids and titratable acidity were 
determined and HPLC analysis was conducted for malic and citric acid quantitation. 
Additionally, expression of genes encoding key enzymes involved in the synthesis and 
degradation of these metabolites was determined by real-time PCR and activity assays were 
performed to observe the activity of these enzymes. Results show that all the measured 
ripening parameters were delayed by 1-MCP and the ethylene regulates the accumulation of 
malic and citric acid but not the titratable acidity. In addition, we achieve nine genes related to 
the organic acid metabolism, cyNAD-MDH and mCS are related directly at the increase of 
malic and citric acid respectively, and ethylene is  related in the regulation of this genes 
together at the genes related to the degradation of this acids, specifically NADP-ME, gNAD-
MDH, ACON, ATP-CS and PEP-C. For this and literature reviews, we postulate that the 











La chirimoya (Annona cherimola Mill.), es una fruta subtropical del género 
Annonaceae, con una alta aceptación por parte del consumidor debido a su sabor, definido 
principalmente por el aroma, el dulzor y la acidez (Martínez y cols., 1998); atributos que 
cambian a lo largo del desarrollo y maduración de los frutos.  
 El desarrollo de los frutos puede dividirse en tres etapas fundamentales; crecimiento, 
maduración y senescencia. Durante la maduración ocurren los eventos bioquímicos 
responsables de una serie de cambios fisiológicos como: desarrollo del color; un incremento 
en el nivel de azúcares, como se ha evidenciado en manzana (Mingjun y cols., 2012), uva 
(Fortes y cols., 2011) y chirimoya (Alique y Oliveira, 1994; Manríquez y cols. 2014); una 
disminución de los ácidos orgánicos, descrito en pera (Shou-Feng y cols., 2011) y durazno 
(Etienne y cols., 2002); generación de compuestos volátiles, estudiado en chirimoya 
(Manríquez y cols. 2014), palta (Obenland y cols., 2012), y manzana (Villatoro y cols., 2008), 
todos ellos significativos en la percepción sensorial por parte del consumidor en frutos y 
hortalizas (Bouzayen y cols., 2010).  
            En la mayoría de las especies vegetales la acidez disminuye durante la maduración 
de los frutos. Esta disminución es debida a que los principales ácidos orgánicos (ácido málico 
y cítrico) son ocupados como sustrato para la síntesis de otros metabolitos. En el caso del 
ácido cítrico, éste puede entrar a la ruta de los ácidos tricarboxílicos (Figura 1) y convertirse 
en ácido málico, el cual puede ser metabolizado hasta formar fosfoenolpiruvato (PEP) e 
ingresar a la ruta de la gluconeogénesis para la producción de azúcares (Etienne y cols., 
2013). Sin embargo, en la chirimoya los ácidos málico y cítrico aumentan hasta la fase final 
de la maduración (Alique y Oliveira ,1994; Manríquez y cols., 2014). La acidez, en conjunto 
con el dulzor y los compuesto volátiles, está involucrada en la generación del sabor 
(Pangborn, 1963), de esta forma el comportamiento de la chirimoya, en relación al aumento 
de los ácidos orgánicos hacia el final de la maduración, hacen de esta fruta un interesante 






















Figura 1: Vías metabólicas del citrato y malato en células de mesocarpo en frutos. Las enzimas ilustradas 
son: ACO: aconitasa; ATP-CL: citrato liasa dependiente de ATP; CS: citrato sintasa; ICL: isocitrato liasa; MS: 
malato sintasa; NAD-MDH: malato deshidrogenasa dependiente de NAD; NAD-ME: enzima málica dependiente 
de NAD; NAD-IDH: isocitrato deshidrogenasa dependiente de NAD; NADP-ME: enzima málica dependiente de 
NADP; NADP-IDH: isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP; PDH: piruvato deshidrogenasa; PEPC: 
fosfoenolpiruvato carboxilasa; PEPCK: fosfoenolpiruvato carboxiquinasa; PPDK: piruvato orto-fosfato di-
quinasa. La dirección más probable de la reacción se indica con una cabeza de flecha de mayor tamaño, las 
flechas azules indican transporte de citrato y malato, los nombres en naranjo corresponden a dicarboxilatos y 
los rojos a tricarboxilatos.  En esta figura se muestran las principales vías de síntesis y degradación de los 
distintos ácidos orgánicos, con el ciclo de los ácidos tricarboxílicos en la mitocondria, el ciclo del glioxilato en el 
glioxisoma, y la síntesis y degradación de ácido málico y cítrico en el citosol. (Etienne y cols., 2013). 
Annona cherimola 
         La familia Annonaceae es una de las más grandes familias tropicales y subtropicales, 
con cerca de 2.300 especies con una distribución mundial (Escribano y cols., 2004). De las 
100 especies de Annona, solo 5 tienen importancia comercial: A. cherimola Mill, A. muricata L, 
A. reticulata L, A. senegalensis Perrs, A. squamosa L. 
La chirimoya es un organismo diploide con 16 cromosomas (Pascual y cols., 1993) 
originaria del sur de Ecuador y norte de Perú. El árbol de la chirimoya es caducifolio, de baja 
altura (pocas veces logra alcanzar más de 7,5 metros de longitud). La fase reproductiva del 
árbol se inicia cuando el árbol tiene de 3 a 4 años de edad (Pinto, 2005). Su flor es protógina 
(hermafrodita, donde los carpelos maduran antes que los estambres) y emerge de las axilas 
de las hojas. Desde un punto de vista fenológico y según la escala BBCH (Biologische 
Bundesantalt, Bundessortenamt und Chemische Industrie) -la cual es un sistema de 
codificación de crecimiento para plantas (mono y dicotiledóneas)- el desarrollo de la chirimoya 
se puede dividir en siete etapas principales: el desarrollo de la yema, el desarrollo de la hoja, 
desarrollo de los brotes, inflorescencia, floración, desarrollo del fruto y senescencia (Cautín y 
Agustí, 2005). 
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          Actualmente esta planta se cultiva en Bolivia, Colombia, Ecuador, Perú y Venezuela a 
nivel de mercado local; en cambio en Chile, España y los Estados Unidos se encuentran 
plantaciones que involucran el mercado internacional (Van Dammme y Scheldeman, 1999). El 
mercado actual de la chirimoya en Chile es principalmente al mercado interno, con una 
producción de poco más de 400 toneladas; mientras que al mercado internacional se 
exportaron un total de 131 toneladas, generando ventas superiores a los 500 mil dólares en el 
2013. Sólo a Estados Unidos se exportaron 110 toneladas, convirtiéndose así en el principal 
país importador, seguido de Argentina y Japón (www.odepa.cl). En Chile, las variedades de 
Chirimoya cultivadas con mayor relevancia son “Concha Lisa”, adecuada para los mercados 
de exportación por su tolerancia a bajas temperaturas (Gardiazabal y Rosemberg, 1993) y 
“Bronceada”, la cual tiene una menor duración en postcosecha (Reginato, 1980). En nuestro 
país, se cultivan en las regiones de Atacama, Coquimbo, Valparaíso y la Región 
Metropolitana, con un total de 523 hectáreas; donde las mayores áreas de cultivo existen en 
la región de Coquimbo y Valparaíso. En Chile el cultivo de la variedad “Concha Lisa” es de 
266 hectáreas, mientras que la variedad “Bronceada” es de 176 hectáreas (www.odepa.cl, 
Catastro Frutícola ODEPA – CIREN, 2005). 
  La principal dificultad en la exportación de los frutos de esta especie son problemas 
de almacenamiento, debido principalmente a la susceptibilidad al daño por frío, pardeamiento, 
daño por partidura y su corta vida de postcosecha (Pareek y cols., 2011).  
Maduración y cambios fisiológicos en chirimoya 
 En chirimoya, similar a lo que ocurre en otros frutos, los atributos característicos de la 
maduración son el desarrollo del sabor y aroma, un rápido ablandamiento en conjunto con un 
gran aumento en la tasa de respiración y producción de etileno (Palma y cols., 1993; 
Manríquez y cols. 2014). En comparación con otros frutos, la maduración en la chirimoya se 
produce rápidamente a temperatura ambiente, madurando entre 6 a 7 días, tiempo en el cual 
el fruto se ablanda, el almidón se reduce a azúcares simples y la acidez aumenta para dar el 
sabor característico a la chirimoya (Gardiazabal y Rosenberg, 1986).   
      La chirimoya es un fruto climatérico, pero con una alta tasa respiratoria en comparación a 
otros frutos. Los frutos climatéricos corresponden a aquellos que durante la maduración 
aumentan drásticamente las tasas respiratorias (aumento en el nivel de producción de CO2), 
también conocido como pico climatérico (Vijay y cols., 2012). Se ha registrado que luego del 
pico climatérico se produce un segundo aumento en distintas variedades de la chirimoya, 
comportamiento poco común en los frutos. Luego del primer aumento en la tasa respiratoria 
se desencadenan el desarrollo del aroma y sabor, llegando hasta un  desarrollo óptimo del 
fruto para el consumo un poco antes del segundo aumento (Palma y cols., 1993). 
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 Acidez y ácidos orgánicos en chirimoya 
            La acidez es un componente fundamental junto el dulzor y el aroma en el sabor de las 
frutas y hortalizas (Kader, 2008) y se debe principalmente a la presencia de los ácidos 
orgánicos málico y cítrico, los que se encuentran en distintas proporciones en la mayoría de 
los frutos maduros. La acumulación de estos dos ácidos a nivel celular es el resultado de 
varios procesos interrelacionados que tienen lugar en distintos compartimientos celulares 
(citosol, mitocondria y glioxisoma). En el fruto, si bien los ácidos orgánicos son suministrados 
por la savia, las variaciones de éstos de deben principalmente al metabolismo del malato y 
citrato en el mismo fruto (Lobit y cols. 2006). Por lo general, la concentración de los ácidos 
orgánicos aumenta durante el desarrollo del fruto, luego en las últimas etapas existe un 
cambio en la acumulación por la degradación de los mismos, para dar lugar a la síntesis de 
azúcares (Etienne y cols., 2013). No obstante, en la familia Annona se ha observado un 
aumento en la acidez titulable (TA, ácidos orgánicos libres en el fruto) en lugar de una 
disminución en esta misma etapa (Palma y cols., 1993; Merodio y De La Plaza, 1997). 
Además, se ha descrito que durante la maduración en A. muricata el ácido málico y cítrico 
aumentan 7 y 3 veces respectivamente (Paull y cols., 1983). Recientemente se ha descrito 
que, a lo largo de la maduración de la chirimoya, los niveles de ácido málico son 
predominantes por sobre otros ácidos hasta el tercer día de maduración en la variedad 
“Concha Lisa”, en cambio desde el cuarto día el ácido cítrico es el predominante. En la 
variedad “Bronceada” el ácido cítrico es el predominante desde el inicio de la maduración 
(Manríquez y cols., 2014). 
 
Ácido málico 
La formación del ácido málico es catalizada a través de la enzima malato 
deshidrogenasa dependiente de NAD (NAD-MDH, EC 1.1.1.37), la cual reduce oxalacetato 
(OAA) para formar malato (El OAA es formado a través de la carboxilación de 
fosfoenolpiruvato (PEP) por acción de la enzima fosfoenolpiruvato-carboxilasa (PEPC, EC 
4.1.1.31). El malato puede ser descarboxilado y convertido en piruvato por la acción de la 
enzima málica dependiente de NADP (NADP-ME, EC 1.1.1.40) como se ilustra en la Figura 1 
(Etienne y cols., 2013). En chirimoya, se ha reportado que la actividad enzimática de PEPC 
es extremadamente alta, de 2 a 3 veces más, en comparación a otros frutos como el kiwi, la 
palta o uva, pero muy similar al plátano (Muñoz y cols., 2001).  Al contrario, la afinidad de 
NADP-ME dé chirimoya por malato es menor que la reportada en otras frutas (Muñoz y cols. 
2004). Además, la enzima MDH de chirimoya tiene una alta afinidad por oxalacetato (Km de 
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0.78 ± 0.02 mM); por lo tanto si oxalacetato alcanza niveles elevados es convertido en gran 
parte en ácido málico (Muñoz y cols., 2004). 
Ácido cítrico 
         La formación de citrato viene dada principalmente por la acción de la enzima citrato 
sintasa (CS, EC 2.3.3.1), convirtiendo oxalacetato en citrato en la mitocondria por la vía de 
los ácidos tricarboxilicos y en el glioxisoma por el ciclo del glioxilato. El citrato es utilizado 
como sustrato por la enzima aconitasa (ACON, EC 4.2.1.3), en la mitocondria, el glioxisoma y 
el citoplasma, donde la enzima cataliza la isomerización de citrato a isocitrato, convirtiéndose 
en un paso clave en el metabolismo para la degradación de ácido cítrico (Etienne y cols., 
2013). En frutos cítricos la formación de citrato es un factor determinante para la calidad, el 
cual se acumula en el desarrollo temprano de las frutas y declina hacia la maduración, 
además se ha descrito que en estos frutos una inhibición de la enzima aconitasa provoca un 
aumento en los niveles de citrato (Degu y cols., 2011). 
Etileno y maduración de frutas 
 El etileno es una hormona vegetal que regula numerosos procesos, entre ellos el 
crecimiento, el desarrollo y senescencia en muchos frutos. En postcosecha está involucrado 
en una serie de respuestas, incluyendo la maduración de los frutos, estimulación de la 
formación de pigmentos (manzanas y tomates), la degradación de clorofila (plátano y 
cítricos), entre otras funciones (Saltveit, 1999).  
 La síntesis de etileno utiliza como precursor metionina, pasando al intermediario S-
adenosil-L-metionina (AdoMet) por la enzima metionina adenosiltransferasa (EC 2.5.1.6), 
para luego ser transformada en 1- aminociclo-propano-1– carboxilato (ACC) por la enzima 
ACC sintasa (ACS, EC 4.4.1.14), reacción considerada paso limitante en la síntesis de 
etileno. Luego, el ACC es oxidado formando etileno por la enzima ACC oxidasa (ACO, EC 
1.14.17.4). La regulación de la ACC sintasa viene dada por fosforilación, teniéndose la forma 
activa de la proteína cuando se encuentra fosforilada  y siendo degradada cuando no lo está 
(De la Torre y cols., 2006). 
Vía de señalización de etileno 
 Estudios en Arabidopsis, lograron identificar cinco tipos distintos de receptores 
localizados en el retículo endoplasmático: de respuesta a etileno (ETR1, ETR2), sensor de 
respuesta a etileno (ERS1, ERS2) y de insensibilidad a etileno (EIN4), todos con dominio 
histidina-quinasa, con unión a etileno por el dominio N-terminal. En ausencia de etileno, el 
receptor esta constitutivamente activado mientras que al unirse a etileno el receptor se apaga 
(Yoo y cols., 2009). Estos receptores actúan como reguladores negativos a través del 
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regulador constitutivo de triple respuesta 1 (CTR1), los que codifican para una MAPK quinasa 
quinasa. CTR1 se asocia principalmente a los receptores de transcripción ETR1 y ERS1, 
este complejo regula negativamente la disponibilidad del factor EIN3 impidiendo su 
señalización, cuando etileno se une al receptor, EIN3 se acumula en el núcleo y da inicio a la 
transcripción de los genes de respuesta a etileno (Yoo y cols., 2009). 
El etileno puede causar grandes problemas a la hora de exportar los frutos al mercado 
internacional al acelerar los procesos de maduración y senescencia, es por ello que bloquear 
la respuesta que genera el etileno es a veces necesario. En 1996, Sisler y Blankenship, 
patentaron como inhibidores de la acción del etileno a los ciclopropenos, donde su forma 
comercial es el 1-metilciclopropeno (1-MCP). Este inhibidor se une irreversiblemente a los 
receptores de etileno, bloqueando la vía de señalización por competencia (Sisler y Serek, 
2003). El uso de 1-MCP ha sido utilizado en una amplia variedad de frutos como manzana 
(Yang y cols., 2013), tomate (Su y Gubler, 2012), plátano (Ketsa y cols., 2013), papaya (FABI 
y cols., 2007), pera (Chiriboga y cols., 2012) y chirimoya (Li y cols., 2009). 
 Se ha reportado que la aplicación de 1-MCP puede afectar a una serie de eventos en 
el metabolismo de frutos y hortalizas. Con respecto al metabolismo propio del etileno, hay 
una disminución en la expresión y actividad de ACS y ACO como también una baja en la 
percepción de etileno por parte de los receptores de etileno ETR1  y el ERS1, ya que la unión 
irreversible del 1-MCP a los receptores estaría induciendo la degradación de EIN3, no 
permitiendo a este acumularse en el núcleo para generar la respuesta. También hay una 
disminución en la tasa de respiración de frutos tratados con 1-MCP. En cuanto a los 
pigmentos se ha reportado una disminución en la degradación de clorofila, y en la 
acumulación de licopeno y antocianinas. Con respecto al metabolismo de la pared celular, 
hay una baja en la actividad enzimática de la poligalacturonasa (PG), pectin metilesterasa 
(PME) y la endo- β-1,4-glucanasa (EGase), entre otros (Watkins, 2006). 
Etileno y el metabolismo de ácidos orgánicos 
 En frutos climatéricos se han descrito distintos comportamientos en relación al 
metabolismo de los ácidos orgánicos frente al etileno, por ejemplo, en manzanas de las 
variedades “Ginger Gold”, “Gala”, “Jonagold”, y “Delicious” la aplicación de 1-MCP disminuye 
la acidez titulable (ácidos orgánicos libres en el fruto) a lo largo de la maduración, 
demostrando la importancia del etileno en la generación de los ácidos orgánicos (Fan y cols., 
1999). Lo mismo se ha evidenciado en plátano (Ketsa y cols., 2013); sin embargo, se ha 
reportado en melones transgénicos que no expresan ACS, que la acidez titulable no es 
dependiente del etileno (Guis y cols., 1997), y tomates transgénicos mutantes en la Enzima 
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Formadora de Etileno (EFE, EC 1.13.12.19) dan cuenta que el metabolismo de los ácidos 
orgánicos de esta fruta sería independiente al etileno (Murray y cols., 1993). 
 Por lo tanto, ya que en la chirimoya a diferencia de otros frutos aumentan los ácidos 
orgánicos malato y citrato al final de la maduración, en conjunto con los análisis enzimáticos 
reportados, como una actividad de PEPC más alta en comparación a otros frutos, baja 
afinidad de NADP-ME por malato, la alta conversión de oxalacetato en malato por la enzima 
MDH y la posible relación del etileno como agente modulador del metabolismo de los ácidos 
orgánicos en frutos climatéricos, hace de este fruto un buen modelo de estudio del 
metabolismo de los ácidos orgánicos, por lo que sería importante determinar a nivel 
molecular el comportamiento de los genes claves en la formación de estos ácidos y analizar 
el comportamiento de la chirimoya al aumentar estos ácidos bajo las condiciones de estímulo 





























           Durante la maduración de la chirimoya, el etileno regula el metabolismo de los ácidos 
orgánicos, provocando un aumento de la transcripción de los genes que codifican para las 
enzimas PEPC y NAD-MDH y la disminución de NADP-ME y ACON, lo que generaría la 
acumulación del ácido málico y ácido cítrico.  
Objetivo general 
 Determinar los niveles de transcritos de los genes involucrados en la síntesis y 
degradación del ácido málico y ácido cítrico, la acumulación de estos ácidos orgánicos, y la 
actividad de las enzimas claves en este proceso durante la maduración de la variedad 
“Concha Lisa”, en distintos tratamientos de post cosecha, con aplicación exógena de etileno 
y 1-MCP. 
Objetivos específicos 
1) Caracterizar un perfil de acumulación de los ácidos orgánicos durante la maduración 
del fruto en la variedad “Concha Lisa”, bajo los efectos de inhibición y estimulación de 
etileno. 
2) Identificar los principales genes involucrados en la síntesis y degradación del ácido 
málico y cítrico y determinar su perfil transcripcional durante la maduración del fruto en 
la variedad “Concha Lisa” de A. cherimola, bajo los efectos de inhibición y 
estimulación de etileno. 
3) Analizar la actividad de las principales enzimas claves relacionadas con la síntesis y 
degradación de ácidos orgánicos durante la maduración de la chirimoya, bajo los 
efectos de inhibición y estimulación de etileno. 
4) Correlacionar los cambios transcripcionales y/o de actividad enzimática con las 
variaciones de los ácidos orgánicos, para explicar el carácter de la acidez durante la 








Materiales y Métodos 
1.- Obtención de muestras 
 Se cosecharon frutos de la variedad “Concha Lisa” desde la Estación Experimental “La 
Palma” de la Escuela de Agronomía de la Pontifica Universidad Católica de Valparaíso en 
noviembre del año 2013. En el muestreo se seleccionaron 50 frutos a madurez comercial por 
cada árbol (de un total de 6 árboles por variedad). Estos frutos se trasladaron hasta la 
Unidad de Postcosecha del INIA La Platina, donde se seleccionaron frutos para los 
tratamientos con etileno, 1-MCP y control.  
 
2.- Aplicación de 1-MCP y Etileno. 
 Los frutos del tratamiento control, luego de la cosecha fueron seleccionados y 
almacenados a 20°C hasta llegar a madurez de consumo. Para inhibir la acción de etileno en 
la maduración de los frutos, estos fueron tratados con el inhibidor 1-MCP: para esto, los 
frutos fueron almacenados en contenedores herméticamente sellados, se aplicaron 300 ppb 
del producto (SmartFresh, Agrofresh Chile) durante 16 horas. Se realizaron tres aplicaciones 
durante el almacenamiento a 20°C, para inhibir al máximo el metabolismo del etileno. Por 
otra parte, para estimular la acción de etileno en los frutos, otro grupo de frutas fue tratado 
con etileno exógeno, colocando los frutos en contenedores herméticamente sellados donde 
se aplicaron 100 ppm de etileno (Azetil, Indura) durante 16 horas, y luego fueron 
almacenados a 20°C. Posteriormente, los frutos de ambos tratamiento, fueron almacenados 
a 20°C hasta alcanzar la madurez de consumo. 
 
3.- Evaluación de atributos de madurez 
 Las evaluaciones se realizaron tanto a la cosecha (llegada, día 0) como a lo largo de 
la maduración en postcosecha de los frutos bajo los tratamientos control, de etileno y 1-MCP, 
a los 2, 5, 7, 9 y 12 días. Los parámetros analizados para cada grupo de frutos fueron: 
  
A) Firmeza del fruto: este parámetro se determina utilizando un penetrómetro con émbolo 
de 0,6 mm aprox. (Fruti Tester, Effegi, Milan, Italy), que permite cuantificar la 
resistencia de la pulpa, midiendo las 2 caras opuestas del fruto, expresando los 
resultados en Newton (N). 
B) Acidez titulable: se pesaron 5 g de pulpa en tubos de centrifuga (BD Falcon™) más 20 
mL de agua destilada, luego se homogenizaron en Ultra-Turrax T-25 (IKA®, Alemania) 
a 20.500 rpm, se centrifugaron por 20 minutos a 4°C a 20.000 rpm y se rescataron 10 
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mL de sobrenadante los que fueron titulados con una solución de NaOH 0,1 N, 
agregando gota a gota con agitación continua hasta alcanzar un pH de 8,2 para 
neutralizar la acidez.  
C) Tasa de producción de etileno: los frutos fueron colocados en frascos herméticamente 
sellados de 500 mL de volumen durante un máximo de 3 horas a una temperatura 
constante de 20ºC. Se tomó una muestra de 1 mL del aire del interior del frasco y se 
determinó la concentración de etileno, mediante un cromatógrafo de gases (Shimadzu 
GC-8A), con columna de alúmina y detector de ionización de llama (FID). Los 
resultados se expresaron en µL de C2H4 · kg-1h-1. 
D) Tasa de respiración: a los mismos frascos utilizados para medir producción de etileno, 
se inyecto una aguja conectada a un analizador de gases (CheckMate II). De esta 
forma se determinó el CO2 y O2 presente dentro del recipiente, definiendo el aumento 
de CO2. Los resultados se expresan en mL de CO2kg-1h-1. 
 
 Finalmente, las muestras destinadas para el análisis de ácidos orgánicos y ensayos 
moleculares fueron homogenizadas y almacenadas a –80°C hasta su uso posterior. 
 
4.- Extracción y cuantificación de ácidos orgánicos 
 Para la extracción de ácidos orgánicos se realizó el protocolo descrito por Manríquez y 
cols., (2014) con algunas modificaciones. En resumen, se pesaron 5 g de tejido, se 
agregaron 13 mL de etanol 95% y se homogenizaron en Ultra-Turrax T-25 (IKA®, Alemania) 
por 3 minutos, luego se centrifugaron a 4°C por 20 minutos a 12.000 rpm. Posteriormente, el 
sobrenadante se filtró en matraces Kitasato con 2 capas de papel Whatman 1. El pellet 
obtenido fue resuspendido en 13 mL de etanol 80% y se filtró nuevamente en el mismo 
Kitasato. Se evaporaron 10 mL de la muestra filtrada bajo N2 a 50°C hasta que se secó 
completamente y el residuo fue disuelto posteriormente en 2 mL de H2SO4 (0,2 N) + EDTA 
(0,05%). Las muestras resuspendidas fueron filtradas en columnas C18 (Sep-Pak® Plus) (los 
cuales deben ser activados previamente con metanol y agua) y fueron  nuevamente filtrados 
(filtro de nylon 0,45 µm de diámetro de poro); luego los extractos fueron almacenados en 
viales a -20°C hasta su uso.  
 Una vez extraídos los ácidos orgánicos de los frutos a analizar, se analizaron estos 
metabolitos mediante Cromatografía líquida de alto rendimiento (HPLC). Para ello, se inyecto 
al equipo 100 µL de muestra, pasando a la columna un volumen final de muestra de 20 µL. 
Los ácidos orgánicos presentes son separados de acuerdo a sus propiedades fisicoquímicas, 
obteniéndose un tiempo de retención característico para cada compuesto identificado a 
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través del uso de estándares. Los estándares utilizados corresponden a: ácido cítrico, ácido 
D-málico, ácido tartárico, ácido ascórbico y ácido succínico. Los materiales utilizados para 
estas cromatografías corresponden a una columna (Symmetry®) modelo C18 (4.6x250mm: 
5µm), una bomba L-6200A Intelligent Pump; un detector L-4250A UV-VIS (para luz visible y 
UV); y la interfaz D-600, todas de MERCK HITACHI. La corrida de las muestras, se realizó a 
temperatura ambiente, por 25 minutos y con un flujo de fase móvil de 0,4 mL/min. La 
detección se realizó en un rango UV de 195-245nm, usando como fase móvil, ácido sulfúrico 
0,0085N. 
 Los cromatogramas obtenidos fueron analizados por el programa JASCO ChromPass 
Chromatography Data System, en el cual se determina las áreas del pico para cada 
compuesto, luego por extrapolación de una curva estándar para cada ácido orgánico, se 
obtuvo la concentración del ácido en la muestra, con las unidades mg del ácido g-1 de peso 
fresco de fruta (Manríquez y cols. 2014). 
 
5.- Extracción RNA total y verificación de integridad 
 La extracción de RNA total se llevó a cabo según el protocolo “borato caliente” 
modificado por Gudenschwager y cols. (2012). En resumen, se homogenizaron 3 g de tejido 
del fruto congelado con 0,3 g de polivinilpirrolidona (PVP) en constante frío, hasta obtener a 
un polvo fino. Luego con la utilización de un buffer de extracción (borato de sodio 
decahidratado 200mM, EGTA 30 mM, SDS al 1% p/v, desoxicolato de sodio al 1% p/v, 
Nonidet – 40 al 0,5% p/v) precalentado a 80°C, y la adición de β – mercaptoetanol (2 % p/v), 
se incubó en un baño a 42 °C con agitación durante 1 h. Posteriormente a través de 
constantes precipitaciones (principalmente con cloruro de litio 4M e isopropanol), 
centrifugaciones y lavados  se logró obtener el precipitado de RNA, el cual se disuelve en 30 
uL agua tratada con DEPC y se almacena a -80 °C. Posteriormente, se cuantificó a través del 
equipo picodrop (Picodrop PicoPet01 Microliter UV/Vis Spectrophotometer) para determinar 
la calidad del RNA, utilizando de las relaciones A260/A280, A260/A230, las que nos determinarán 
el grado de pureza de la muestra. La relación A260/A280 nos indica las contaminaciones con 
proteínas siendo optimo un valor ≥2.0, en cambio la relación A260/A230 nos indica las 
contaminaciones con buffer o EDTA con un valor óptimo ≥2,3 (http://www.picodrop.com/).  
 Una vez determinadas las absorbancias, las muestras se cuantificaron a través del 
equipo Qubit 2.0 (Qubit® 2.0 Fluorometer), debido a la unión especifica de un fluoróforo a la 
muestra de RNA, se determinó con mayor exactitud la cantidad de RNA íntegro en la 
muestra. Una vez obtenido el RNA purificado y cuantificado, se comprobó su integridad 
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mediante un gel de agarosa 1% en condiciones desnaturantes, en donde se visualizan las 
bandas formadas por los RNA ribosomales 18S y 28S. 
 
6.- Síntesis de DNA complementario (cDNA) 
 Una vez obtenido el RNA total con la calidad y concentración requerida para los 
ensayos de PCR en tiempo real, se requiere eliminar el DNA genómico que pudiera 
contaminar la muestra y alterar los resultados de los análisis. Para ello, las muestras fueron 
tratadas con la enzima DNAsa I (Invitrogen), momento en el cual se iguala su concentración, 
diluyéndolas hasta una concentración de 3 µg/µL. Luego, se utilizaron 2 µg de RNA tratado 
para la síntesis de cDNA, la cual es llevada a cabo por la acción de la enzima Transcriptasa 
Reversa (MMLV-RT, Promega) con la utilización del primer oligo dT (Promega), que hibridiza 
con la cola poli-A del mRNA, permitiendo su conversión en cDNA. La reacción se realiza a 
42°C por 90 minutos y luego se inactiva incubando la reacción a 70°C por 15 minutos. 
Posteriormente, el cDNA sintetizado fue cuantificado a través del equipo picodrop para 
determinar su concentración y pureza a través de la A260 y relaciones A260/A280, A260/A230.  
 
7.- Verificación de la calidad del cDNA 
 La calidad de la síntesis de cDNA se verificó mediante PCR, a través de la 
amplificación del gen ubiquitina y actina; los partidores del gen ubiquitina flanquean 
secuencias intrónicas, por lo tanto el amplicón del DNA genómico es mucho mayor al del 
cDNA, diferenciando por tamaño de la banda si es que existiese contaminación por gDNA.. 
La mezcla para PCR incluye: desoxinucleótido trifosfatos (dNTP´s 10 uM), DNA polimerasa 
(GoTaq® Flexi DNA Polymerase), partidores 10 µM, y cloruro de magnesio (MgCl2 25 mM). 
La amplificación de 35 ciclos consta de una desnaturalización inicial a 94°C por 1 minuto, 
seguida de una desnaturalización a 94°C por 30 segundos, una hibridización a 60°C por 30 
segundos, elongación a 72°C por 30 segundos y una elongación final a 72°C por 10 minutos 
en un termociclador BIORAD (MyCyclerTM Thermal Cycler). El resultado de esta reacción se 
visualizó por electroforesis en gel de agarosa (1,5%).  
  
8.- Búsqueda de secuencias para identificar genes relacionados con el metabolismo de 
ácidos orgánicos 
 Con este propósito, en primer lugar se buscaron secuencias homólogas u ortólogas de 
los genes relacionados al metabolismo de los ácidos orgánicos, en la base de datos de NCBI 
(National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov), comparando a 
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través de BLAST, distintas especies vegetales. Analizando las regiones más conservadas de 
las distintas secuencias, se diseñaron partidores degenerados para cada gen. 
Posteriormente, estos fueron utilizados en ensayos de PCR, amplificando los cDNAs 
previamente sintetizados; los distintos productos de PCR obtenidos fueron clonados en el 
vector plasmidial pGEMT-Easy de Promega y transformados en células competentes de la 
cepa Mach1™ T1R o DH5α. Una vez crecidas las células, se realizó una extracción de DNA 
plasmidial a través de una reacción de minipreparación (E.Z.N.A. ® Plasmid Mini Kit I), para 
luego ser secuenciados mediante un sistema automatizado (Macrogen, Korea).  
 Luego se generaron partidores específicos de cada gen identificado (Ver Tabla 1).  
Posteriormente, con el propósito de obtener la secuencia completa de los transcritos 
codificantes de los genes de interés, se realizaron ensayos de RACE-PCR (Rapid 
Amplification of cDNA End), en los cuales se utilizó como templado mRNA de A. cherimola 
previamente sintetizado mediante el Gene Racer Kit PCR, según las indicaciones del 
fabricante (Invitrogen). Los productos obtenidos fueron ligados en el vector pGEM-T Easy 
(Promega) y trasformados en células competentes de la cepa Mach1™ T1R o DH5α™.  
Luego de seleccionar y crecer nuevamente las colonias que contenían el inserto, con su 
posterior extracción plasmidial estas fueron secuenciadas mediante un sistema automatizado 
(Macrogen, Korea).  
 Una vez obtenida las secuencias específicas de cada gen, se diseñaron partidores 
específicos los que fueron utilizados para los ensayos de PCR en tiempo real (qPCR).  
 
9.- Diseño de partidores  
 Los partidores específicos para amplificar los genes en estudio de esta Tesis, y a 
utilizar en los ensayos de PCR convencional, PCR en tiempo real y RACE-PCR, fueron 
diseñados mediante el programa Primer Premier 5.1 (Premier Biosoft International). Los 
partidores fueron diseñados con un tamaño que fluctúa entre 18-26 pares de bases (bp), con 
un contenido GC entre un 35-60 %, y una Tm entre 56-68ºC. Los partidores fueron diseñados 
para amplificar las secuencias de los genes que codifican para las enzimas: aconitasa 
(AcACON), citrato sintasa (AcCS), ATP-citrato sintasa (AcATP-CS), malato deshidrogenasa 
dependiente de NAD citoplasmatica (AccyNAD-MDH), malato deshidrogenasa dependiente 
NAD del glioxisoma (AcgNAD-MDH), enzima málica dependiente de NAD (AcNAD-ME), 
enzima málica dependiente de NADP (AcNADP-ME), isocitrato deshidrogenasa dependiente 






Tabla 1: Lista de genes de A. cherimola relacionados con el metabolismo de los ácidos 
orgánicos y posibles genes normalizadores, identificados y secuenciados hasta la fecha. 
 
Gen Proteína y/o Enzima Secuencia identificada 
hasta la fecha (tamaño en 
bp - en aa - y grado de 
avance) a 
GenBank b Especie 
AcActina c Actina 2 1721 – 377 - Completa JN786945.1 Annona cherimola 
AcUbiquitina c proteína transportadora de 
ubiquitina 
817 – 152 - Completa ABC01903.1 
Solanum tuberosum 
AcNADP-G3PDH c NADP-gliceraldehido-3-fosfato 
deshidrogenasa 
2.022 - 496 - Completa XP_003519141 Glycine max 
AcNADP-IDH NADP-isocitrato 
deshidrogenasa 
1.693 - 416 - Completa AAL11503 Prunus persica 
AcACON1 aconitato hidratasa 1 1.743 - 473 - Parcial CBE71056 Citrus clementina 
AcACON3 aconitato hidratasa 3 1.607 - 384 - Parcial CBE71057 Citrus clementina 
AcNADP-ME NADP-enzima málica 2.505 - 587 - Completa EOY15729 Theobroma cacao 
AcNAD-ME NAD-enzima málica 2.232 - 606 - Completa EOX96044 Theobroma cacao 
AcPEPC fosfoenolpiruvato carboxilasa 564 - 164 - Parcial AEQ94112 Elaeis guineensis 
AccyNAD-MDH NAD-malato deshidrogenasa 
citoplasmática 
1.358 - 332 - Completa AHY99589 Annona cherimola 
AcmCS citrato sintasa mitocondrial 2.141 - 473 - Completa XP_004135902 Cucumis sativus 
AcgNAD-MDH NAD-malato deshidrogenasa 
del glioxisoma 
1.359 - 357 - Completa XP_002522037 Ricinus communis 
AcATP-CS ATP citrato liasa 1.605 - 423 - Completa XP_002512567 Ricinus communis 
 
 
a  Información de cada gen identificado y secuenciado en A. cherimola hasta la fecha de esta tesis, 
indicando: el tamaño de la secuencia en pares de bases (bp); la secuencia de la posible proteína 
codificada en aminoácidos (aa); y el grado de avance en la identificación del posible transcrito 
dependiendo si solo hemos secuenciado una parte (parcial) o si ya tenemos la secuencia completa 
que incluye la región 5´-UTR, el CDS (región codificante) y la región 3´-UTR, en comparación con 
las secuencias ortólogas de otras especies mediante BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 
 
b Código de acceso de la secuencia ortóloga para NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), según el 
alineamiento de la secuencia aminoacídica correspondiente de cada gen. 
 
















Tabla 2: Lista de partidores utilizados para el Análisis del nivel de expresión mediante PCR 
cuantitativo en tiempo real (qPCR).  
 
Gen Secuencia Tm °C Amplicon (pb) 
AcUbiquitina-s 5’ TCCTGCAGAATCAGTGGAGTC3’ 64 342 
AcUbiquitina-a 5’ AGGAACCAAATCCGCAAACAGC 3’ 66  
AcActina-s 5’ AAGGCCGAGTATGATGAGTCT 3’ 62 353 
AcActina-a 5’ GGATGATGGCACGGTCTCCT 3’ 64  
AcNADPG3PDH-s 5’ GGGTCTTCTCAGTTGTATCACG 3’ 66 323 
AcNADPG3PDH-a 5’ CTACTTTGGCTTTGACTTTCTCC 3’ 66  
AcATPCL-s 5´ AAGTTCACCGTCCTCAACCCTA 3´ 66 101 
AcATPCL-a 5´ GCATAACCCAAATCTCCAACAG 3´ 64  
AcCyNADMDH-s 5´ AGAGTTTGCTCCATCCATTCCT 3´ 64 269 
AcCyNADMDH-a 5´ CTCGTTGTTGGACGGTTGTAAT 3´ 64  
AcgNADMDH-s 5´ AACTACCCTTGATGTCGTGAGA 3´ 64 137 
AcgNADMDH-a 5´ GGGGCTTAACCTGTGACAATAG 3´ 66  
AcmCS-s   5´ ATCAAGTCTGTTGTAGAAGAATGT 3´ 64 149 
AcmCS-a 5´ CTCTGGCATGTGTATCGTGGA 3´ 64  
AcNADME-s 5’ GCTGCTGGCATGAATCCACAAA 3’ 66 168 
AcNADME-a 5’ GCGTGTAAAAACAGCTTCCATGA 3’ 66  
AcNADPME-s 5’ AGAACGACTGGTCAGGAGTATG 3’ 66 271 
AcNADPME-a 5’ CCTCGCCTGCGCCAAGGAATA 3’ 68  
AcACON1-s 5’ GCAGGCACGGTTGACATTGATT 3’  66 207 
AcACON1-a 5’ GCCTGATGGCACGGATAATTGG 3’ 68  
AcPEPC-s 5´ TGGACCCAGACCAGATTTCACC 3´ 68 250 














10.- Análisis del nivel de expresión de los genes relacionados al metabolismo de los 
ácidos orgánicos durante la maduración de A. cherimola mediante PCR 
cuantitativo en tiempo real (qPCR). 
 Para el análisis de la expresión de los genes relacionados al metabolismo de los 
ácidos orgánicos en chirimoya, se realizaron ensayos de qPCR utilizando el cDNA 
sintetizado anteriormente. Se analizaron los genes que codifican para las enzimas ACO, 
ATP-CS, mCS, cyNAD-MDH, NAD-ME, PEPC, NADP-IDH, NADP-ME, y gNAD-MDH, en el 
equipo LightCycler® 96 System de Roche. Las reacciones se llevaron a cabo bajo las 
siguientes condiciones generales: 1X LC-FastStart DNA Master SYBR Green I 10X (Roche), 
0,5 µM de partidor sentido y antisentido y 50 ng de cDNA, en un volumen total de 20 µl de 
reacción. Para cuantificar los transcritos amplificados se utilizará el programa Light Cycler 
software v3.5, a través de la interpolación de una curva de calibración generada a partir de 
diluciones de concentración conocida del gen en estudio. 
 
11.- Extracción proteica y actividad enzimática. 
 Con el fin de analizar la actividad de las principales enzimas claves relacionadas con 
la síntesis y degradación de los ácidos orgánicos durante la maduración de la chirimoya, se 
llevó a cabo el siguiente protocolo de extracción y actividad enzimática. 
 
 11.1.- Extracción proteica: se homogenizaron 3 g de muestra con 5 mL de Grinding buffer 
(Tris-HCL 0,2M pH: 8,2, sacarosa 0,6M, ácido iso-ascórbico 10 mM) en mortero frio, luego se 
centrifugó a 4.000 g por 5 minutos a 4°C y se rescató el sobrenadante en otro tubo para 
volver a centrifugar a 4.000 g por 10 minutos a 4 °C, se tomaron 3 mL del nuevo 
sobrenadante y se llevaron a 5 mL con Extracting buffer (Tris-HCL 0,2M pH:8,2, ácido 
isoascórbico 10 mM, Tritón 0,1% v/v). De los 5 mL obtenidos anteriormente, 2 mL son 
separados (tubo A) y centrifugados a 15.000 g por 15 minutos a 4°C, se eliminó el 
sobrenadante y se resuspendido el precipitado en 2 mL de Extracting buffer. De los 3 mL 
restantes se llevan a 6 mL con Extracting buffer, de estos 6 mL se separan 2 mL (tubo B) y 
los 4 mL restantes fueron dializados en 800 mL de Extracting buffer por 10 horas (tubo C). 
Los extractos proteicos de cada tubo fueron cuantificados mediante el método Bradford (Bio-
Rad Protein Assay) (Bradford, 1976). 
 
11.2.- Actividad enzimática ACON: se determinó por análisis espectrofotométrico midiendo la 
desaparición de cis-aconitato, a una longitud de onda de 240 nm con una reacción de 1 ml 
que contiene Tris-HCl 40 mM (pH 7,5), NaCl 0,1 M, y cis-aconitato 200 µM. La reacción se 
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iniciará con la adición 100µL de la extracción del tubo A y se medirá la disminución de la 
absorbancia a 240 nm a temperatura ambiente (Tang y cols, 2010). 
 
11.3.- Actividad enzimática MDH: se determinó siguiendo la oxidación de la forma reducida 
de NADH, midiendo por espectrofotometría a una longitud de onda de 340 nm, con una 
reacción que contiene: Tris-HCl 40 mM (pH 8,2), MgCl2 2 mM, KHCO3 10 mM, GSH 0,5 mM, 
oxaloacetato 2 mM y NADH 150 µM.  La reacción se inició con la adición 100µL de la 
extracción del tubo B y se midió la disminución de la absorbancia a 340 nm a temperatura 
ambiente (Tang y cols, 2010).  
 
11.4.- Actividad enzimática CS: se determinó por análisis espectrofotométrico a una longitud 
de onda de 412 nm, con una reacción de 1 mL que contiene Tris-HCl 40 mM (pH 9), DTNB 
40 µM, acetil-CoA 40 µM de y oxaloacetato 4 mM. La reacción se inició con la adición 100µL 
de la extracción del tubo C y se midió el aumento de la absorbancia a 412 nm a temperatura 
ambiente (Tang y cols, 2010). 
 
12.- Análisis estadístico. 
 Los perfiles de ácidos orgánicos, los valores de actividad enzimática y el perfil de 
expresión de los transcritos de los genes a estudiar se compararon mediante un análisis de 
varianza (ANOVA), utilizando el programa Stat Graphics 5.1 y se determinó si existen 
diferencias significativas mediante la prueba de comparación múltiple de LSD (Least 
Significant Different Test) con un p≤0,05. Para determinar los genes de referencia a utilizar 
en esta tesis se utilizó el programa estadístico NormFinder y geNorm que nos permitió 









Atributos de calidad postcosecha de la chirimoya variedad “Concha Lisa”. 
Con el fin de determinar la maduración de la chirimoya y su comportamiento en  
postcosecha, se evaluaron los parámetros: tasa respiratoria, producción de etileno, firmeza, 
acidez titulable (TA) y sólidos solubles totales (TSS). 
Se observó una disminución de la firmeza, con una importante baja al quinto día de 
maduración, concomitante con un aumento progresivo de los sólidos solubles y de la acidez 
titulable a medida que avanza la maduración (Figura 2), llegando a su valor máximo al 
séptimo día. Estos cambios ocurren con un constante aumento en la tasa de producción de 





Figura 2. Medición de la firmeza, sólidos solubles y la acidez titulable durante la maduración de la 
chirimoya. Se dejaron madurar aproximadamente 30 frutos de chirimoyas de la variedad “Concha Lisa” a 20°C, 
hasta alcanzar su madurez de consumo. Se midieron la firmeza, los sólidos solubles totales y la acidez titulable 
de los frutos. Diferentes letras representan diferencias significativas entre las muestras utilizando un análisis 



























Figura 3. Tasa respiratoria y producción de etileno durante la maduración de la chirimoya. Se dejaron 
madurar aproximadamente 30 frutos de chirimoyas de la variedad “Concha Lisa” a 20°C, hasta alcanzar su 
madurez de consumo y se midió la tasa de respiración y la producción de etileno del fruto en un sistema 
hermético. Diferentes letras representan diferencias significativas entre las muestras utilizando un análisis 
ANOVA con LSD y P ˂ 0.05. 
 
Acumulación de los ácidos orgánicos malato y citrato durante la maduración de la 
chirimoya var. “Concha Lisa”. 
Con el fin de determinar cuáles son los ácidos orgánicos principales en la chirimoya, 
que podrían explicar el aumento de la acidez titulable, se determinaron mediante HPLC los 
principales ácidos orgánicos presentes durante su maduración (Figura 4). 
Se observó que los ácidos tartárico, ascórbico y succínico se mantienen constantes o 
disminuyen durante la maduración de la chirimoya, en cambio los únicos ácidos que 
aumentan son el málico y el cítrico (Figura 4A). Al comparar ambos ácidos con la acidez 
titulable (Figura 4B), se observa una clara correlación del aumento en la concentración de 
los ácidos málico y cítrico a los 5 días con el incremento en la TA, siendo posiblemente los 
















































Figura 4. Cuantificación de los principales ácidos orgánicos presentes durante la maduración de la 
chirimoya. Luego de alcanzar la madurez de consumo del fruto se midieron por HPLC los ácidos tartárico, 
málico, ascórbico, cítrico y succínico (A) en donde los principales ácidos (málico el cítrico)* se compararon con 
la acidez titulable (B). Diferentes letras representan diferencias significativas entre las muestras utilizando un 
análisis ANOVA con LSD y P ˂ 0.05. 
 
 
Identificación de los genes relacionados al metabolismo de los ácidos orgánicos de 
Acherimola. 
Para identificar los genes posiblemente relacionados con el metabolismo de los ácidos 
orgánicos, se llevó a cabo una estrategia que se representa en la Figura 5. En una primera 
instancia se utilizaron partidores heterólogos ya disponibles en el laboratorio (ej. de uva de 
mesa, damasco, etc.) y/o se generaron partidores degenerados para amplificar regiones 
conservadas de los genes claves. Estos partidores se utilizaron para amplificar el cDNA 
previamente sintetizado, obteniendo una serie de amplicones para cada par de partidores 
que podrían corresponder a genes del metabolismo de ácidos orgánicos, posteriormente los 
productos de PCR  fueron clonados y secuenciados, pudiendo así generar  partidores 
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específicos de cada gen involucrado en el metabolismo de los ácidos orgánicos. Sin 
embargo, fue necesario determinar la secuencia completa de los genes de interés, debido a 
que los partidores previamente utilizados, amplifican zonas altamente conservadas entre las 
posibles isoformas y/o localizaciones subcelulares, que pudiese tener cada gen. Esto se 
logró mediante la estrategia de RACE-PCR, técnica que nos permite obtener las secuencias 
aledañas al producto de PCR anteriormente obtenido, pudiendo así generar nuevos 
partidores específicos para los ensayos de PCR en tiempo real . 
 
























Figura 5. Estrategia para la identificación de genes involucrados en el metabolismo de los ácidos 
orgánicos en chirimoya. Este esquema representa como se obtuvieron las secuencias completas de los genes 
relacionados al metabolismo de los ácidos orgánicos. A través de PCR con la utilización de partidores 
heterologos y degenerados se amplificaron secuencias primarias de los genes, luego a través de clonamiento y 
secuenciación se generaron nuevos partidores para los ensayos de RACE-PCR con los cuales se logró 
determinar las secuencias completas de cada gen. 
 
En relación a la primera etapa de la estrategia de la Figura 5, algunos de estos genes 
son representados en la Figura 6, en donde podemos observar los diferentes amplicones 
generados, a partir de los partidores degenerados desde cDNAs previamente sintetizados, 
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específicamente en este gel observamos los amplicones de los genes NADP-G3PDH, NAD-










Figura 6. Identificación de algunos genes relacionados con el metabolismo de ácidos orgánicos 
utilizando partidores degenerados. En la imagen se muestra la amplificación por PCR de un cDNA 
utilizando partidores degenerados diseñados específicamente para los genes: Carril 1, NADP-G3PDH; 2, 
NAD-ME; 3, NADP-ME; y 4, NADP-IDH. Se fraccionaron 5 ul de cada producto en un gel de agarosa al 1% en 
buffer TAE 1X y fueron visualizados con bromuro de etidio. St, marcador de peso molecular de 100 bp. 
 
 
  Posteriormente estos productos de PCR, fueron clonados en el vector plasmidial 
pGEMT-Easy (Promega) y transformados en células competentes; una vez secuenciados 
dichos fragmentos, se generaron partidores específicos para cada uno. Estos nuevos 
partidores fueron utilizados para amplificar gDNA y cDNA, representados en la Figura 7. Si 
bien, se determinó la secuencia de los genes con la creación de partidores específicos, de 
todas formas, es necesario conocer la secuencia completa de estos genes, debido a que al 
ser de secuencias conservadas no se determinaría diferencias entre posibles isoformas de 












Figura 7. Prueba de partidores específicos para los genes de chirimoya.  Se amplificó mediante PCR 
utilizando partidores diseñados específicamente para los siguientes genes de A. cherimola: ACON1, aconitasa 
1; NADP-IDH, NADP-isocitrato deshidrogenasa; NADP-G3PDH, NADP-gliceraldehído-3-fosfato 
deshidrogenasa; NAD-ME, NAD-enzima málica; y PEPC, fosfoenol piruvato carboxilasa. Se amplificó 
utilizando como sustrato: 1, amplicones obtenidos con DNA genómico; 2, cDNA; 3, control negativo. st, 
marcador de peso molecular 100 pb. Se fraccionaron 5 ul de cada producto en un gel de agarosa al 1% en 
buffer TAE 1X y fueron visualizados con bromuro de etidio.  
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Por lo tanto, mediante reacciones de RACE-PCR, se identificaron las secuencias 
completas de los transcritos de interés, identificando el extremo 3’ del gen, utilizando un 
partidor sense específico del gen respectivo; y al extremo 5’ del gen, con un partidor 
antisense; el resultado de la amplificación de algunos genes se representa en la Figura 8, en 
donde podemos observar la obtención de los diferentes productos de PCR de las regiones 3´ 
y 5´, los cuales fueron clonados y posteriormente secuenciados, permitiendo conocer la 
secuencia completa de los genes involucrados en el metabolismo de los ácidos orgánicos  
Finalmente, con la obtención de esta secuencia completa de los transcritos, se crearon 






























Figura 8. Ensayos de amplificación mediante RACE-PCR. Con el propósito de obtener información para 
ensamblar secuencias de transcritos de largo completo se realizaron experimentos de RACE-PCR. En la 
imagen se muestran algunos resultados obtenidos para los genes: NADP-G3PDH, NADP-IDH, NADP-ME, 
ACON3, y cyMDH. Carriles R, Bandas obtenidas por RACE-PCR y N, Bandas obtenidas por RACE-PCR 
anidado. Carril 3’, Banda correspondiente al extremo 3’ del gen, utilizando un partidor sense específico del 
gen respectivo; y 5’, Banda correspondiente al extremo 5’ del gen, con un partidor antisense. st, marcador de 
peso  molecular 100 pb. Se fraccionaron 5 ul de cada producto en un gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X y 





Cambios transcripcionales de los principales genes relacionados al metabolismo 
de los ácidos orgánicos durante la maduración de chirimoya var. “Concha 
Lisa”. 
 
En el metabolismo de los ácidos orgánicos participan una serie de enzimas 
responsables de la síntesis y/o degradación de distintos metabolitos (Figura 1). Con el 
fin de entender como estarían participando los genes que codifican para algunas 
enzimas involucradas, se analizó la expresión de algunos genes identificados en 
chirimoya y posiblemente relacionados del metabolismo del ácido málico (Figura 9) y el 
cítrico (Figura 10). 
En relación con el metabolismo del ácido málico, se observó un aumento en la 
expresión del gen cyNAD-MDH (Figura 9 A) que sería responsable de la síntesis del 
ácido a partir de oxalacetato (ver Figura 1) en el citoplasma de la célula, 
relacionándose así con el aumento observado en la concentración del ácido málico. Por 
otra parte, el gen NADP-ME (Figura 9 B), cuya enzima es responsable de la 
degradación del ácido málico, muestra una alta expresión en los últimos días de la 
maduración, no relacionándose con el aumento del metabolito. PEPC (Figura 9 C) 
muestra una alta expresión en los primero días de la maduración, lo que podría explicar 
el aumento de ácido málico debido a que aumenta la disponibilidad de oxalacetato en 
los primero días, y así ser metabolizado en los días posteriores para la formación de 
ácido málico. El gen gNAD-MDH (Figura 9 D), también muestra un aumento en su 
expresión, relacionándose también con el aumento visualizado en ácido málico. Por 
último, el gen NAD-ME (Figura 9 E), responsable de la degradación de ácido málico a 
piruvato, muestra una disminución de su expresión hasta finales de la maduración. 
En cuanto al metabolismo del ácido cítrico (Figura 10), el gen ACON (Figura 10 
A), que estaría participando en la degradación acido, aumenta su expresión hasta el 
final de la maduración, no relacionándose con los mayores niveles del metabolito. El 
gen ATP-CS (Figura 10 B), que también participa en la degradación de ácido cítrico, 
aumenta aproximadamente 60 veces más que el valor mínimo expresado durante la 
maduración de fruto, en contradicción con el aumento del ácido. NADP-IDH (Figura 10 
C), que participa indirectamente en la degradación del ácido no presenta cambios 
durante la maduración de la chirimoya. En relación a mCS (Figura 10 D), la expresión 
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de este gen aumenta durante la maduración, correlacionándose con los niveles de 
ácido cítrico, lo cual podría indicar que este gen es uno de los responsables del 
aumento del ácido cítrico en el fruto.   
 
 
Figura 9. Expresión relativa de cinco genes responsables del metabolismo del ácido málico 
durante la maduración de la chirimoya. Con el fin de determinar el nivel de transcripción de estos 
genes durante la maduración del fruto, se analizó mediante qPCR la expresión relativa de los genes 
citoplasmaticos cyNAD-MDH (A), NADP-ME (B), PEPC (C), del glioxisoma gNAD-MDH (D) y de la 
mitocondria NAD-ME (E). Cada gen fue normalizado contra el gen de referencia (AcUbiq, GenBank 
FJ664263) y se expresa respecto el valor mínimo de abundancia relativa; y a su vez fue comparado con 
la concentración del ácido málico. Diferentes letras representan diferencias significativas entre las 




Figura 10. Expresión relativa de cuatro genes responsables del metabolismo del ácido cítrico 
durante la maduración de la chirimoya variedad “Concha Lisa”. Con el fin de determinar el nivel de 
transcripción de estos genes durante la maduración del fruto, se analizó mediante qPCR la expresión 
relativa de los genes citoplasmáticos ACON-1 (A), ATP-CS (B), NADP-IDH (C) y del gen de ubicación 
mitocondrial mCS (D). Cada gen fue normalizado contra el gen de referencia (AcUbiq) y expresado contra 
el valor mínimo de abundancia relativa. A su vez cada gen fue comparado con la concentración del ácido 
cítrico. Diferentes letras representan diferencias significativas entre las muestras utilizando un análisis 















Análisis de la actividad de tres enzimas claves en el metabolismo de los ácidos 
málico y cítrico durante la maduración de A. cherimola. 
En la chirimoya, distintas enzimas muestran perfiles de actividad que cambian 
durante la maduración. Se observó que la enzima NAD-MDH (Figura 11 A), 
responsable de la conversión de OAA a acido málico, aumenta su actividad durante la 
maduración, llegando a una actividad máxima al séptimo día, relacionándose así con la 
acumulación observada de dicho metabolito. La enzima ACON (Figura 11 B), 
responsable de la degradación de ácido cítrico, presenta su máxima actividad en los 
primeros días de la maduración, favoreciendo la acumulación de ácido cítrico en los 
días posteriores. Finalmente, la enzima CS (Figura 11 C), responsable de la síntesis de 
ácido cítrico, tiene una actividad estable durante los primeros siete días de la 
maduración y aumenta su actividad en el último día. 
 
 
Figura 11. Actividad de tres enzimas responsables del metabolismo del ácido málico y cítrico 
durante la maduración de la chirimoya. Se analizó mediante espectrofotometría la actividad de tres 
enzimas: NAD-MDH (A), ACON (B) y CS (C) en muestras de chirimoya obtenidas durante la maduración 
del fruto. La actividad de cada enzima fue comparada con la concentración del ácido respectivo. 
Diferentes letras representan diferencias significativas entre las muestras utilizando un análisis ANOVA 





Efecto del etileno sobre los atributos de calidad durante la maduración de la 
chirimoya. 
Al evaluar como el etileno estaría regulando distintos atributos de calidad en la 
chirimoya se observó que todos los atributos fueron retrasados con la aplicación de 1-
MCP, en cambio con el etileno exógeno estos fueron acelerados hasta su madurez de 
consumo (Tabla 3). Se observó que la firmeza de los frutos, al aplicar el inhibidor de 
etileno (1-MCP), se mantiene hasta el séptimo día de la maduración, disminuyendo 
recién al doceavo día, llegando a la madurez de consumo; a diferencia de los frutos 
control y los tratados con etileno exógeno, los cuales estarían alcanzando su madurez 
de consumo, al noveno y séptimo día respectivamente.  
Se observó que la tasa respiratoria y la producción de etileno fueron aceleradas y 
retrasadas con la aplicación de etileno exógeno y 1-MCP respectivamente. Sin 
embargo, la aplicación de 1-MCP no solo retrasa la producción de etileno, también 
disminuye su producción durante toda la maduración del fruto, sin llegar a valores 
similares al control a la madurez de consumo. Con respecto a la acidez titulable, la 
aplicación de etileno produce un leve aumento en la acumulación de la acidez, sin 
embargo, el bloqueo en la percepción, con 1-MCP, no afecto a la acidez titulable en 
comparación al control, aunque si llego con una mayor acidez titulable a la madurez de 





















Tabla 3: Cambios en los atributos de calidad post cosecha durante la maduración de A. 
cherimola, bajo los efectos de aire (control), etileno y 1-MCP. 
firmeza (N) 
 Días a 20°C 
tratamiento cosecha 2 5 7 9 12 MC 
control 177,617 176,910 a 15,392 b 5,117 b 5,423 b   5,423 ab 
etileno 177,617 134,178 b 11,009 b 4,159 b     4,159 b 
1-mcp 177,617 177,889 a 166,689 a 151,031 a 59,226 a 6,259 6,259 a 
        
tasa respiratoria (mL CO2 / Kg h) 
 Días a 20°C 
tratamiento cosecha 2 5 7 9 12 MC 
control 17,323 71,792 a 74,726 b 121,701 a 138,809 a   138,809 
etileno 17,323 73,974 a 96,335 a 130,047 a     130,047 
1-mcp 17,323 25,870 b 49,148c 46,454 b 54,816 b 138,214 138,214 
        
producción de etileno (µL de etileno / Kg h) 
 Días a 20°C 
tratamiento cosecha 2 5 7 9 12 MC 
control 0 1,260 b 125,146 b 306,200 a 213,609 a   213,609  
etileno 0 12,310 a 280,655 a 273,686 a     273,686  
1-mcp 0 2,220 b 24,723 b 12,579 b 35,493 b 78,351 78,350  
        
acidez titulable (% ácido málico)  
 Días a 20°C 
tratamiento cosecha 2 5 7 9 12 MC 
control 0,093 0,104 b 0,216 b 0,301 0,249         0,249  
etileno 0,093 0,195 a 0,296 a 0,233           0,233  
1-mcp 0,093 0,092 b 0,199 b 0,213 0,238 0,407       0,407  
-MC: madurez de consumo 
-Diferentes letras representan diferencias significativas entre las muestras utilizando un análisis ANOVA 














Efecto del etileno como regulador del metabolismo del ácido málico y el cítrico 
durante la maduración de la chirimoya. 
Al inhibir la percepción de etileno en las chirimoyas var. “Concha Lisa”, con 1-
MCP, estas demoran más en madurar y a su vez tienen una mayor acidez titulable; por 
lo tanto, puede ser de importancia, el evaluar cómo se comportan los ácidos 
preponderantes de la chirimoya bajo estas condiciones. Tanto para el ácido málico y 
cítrico en condiciones normales de maduración llegan a sus valores máximos al noveno 
día, en cambio la aplicación de etileno logra que este acido se acumule en mayores 
proporciones al segundo día de maduración, y el 1-MCP retrasa la acumulación del 
ácido hasta el doceavo día. Es así, que tanto para el ácido málico como el cítrico la 
aplicación de etileno o 1-MCP acelera o retrasa respectivamente la acumulación de 
cada ácido. Se observó que al llegar a la madurez de consumo las concentraciones de 
cada ácido fueron similares al control (Tabla 4). Por lo tanto, el etileno estaría 
regulando la acumulación de estos ácidos sin llegar a tener diferencias significativas en 
las concentraciones al final de la maduración.  
 
Tabla 4: Acumulación del ácido málico y cítrico durante la maduración de A. cherimola, 
bajo los efectos de aire (control), etileno y 1-MCP. 
ácido málico (mg / g peso fresco) 
 Días a 20°C 
tratamiento cosecha 2 5 7 9 12 MC 
control 1,891 2,264 b 3,733 a 3,194 3,534   3,534 
etileno 1,891 3,207 a 2,841 ab 3,151     3,151 
1-mcp 1,891 2,194 b 1,921 b 2,723 3,162 3,217 3,217 
        
ácido cítrico (mg / g peso fresco) 
 Días a 20°C 
tratamiento cosecha 2 5 7 9 12 MC 
control 0,200 0,345 b 1,301 a 0,920 1,227   1,227 
etileno 0,200 0,576 a 0,872 b 0,810     0,810 
1-mcp 0,200 0,471 ab 0,642 b 0,886 1,090 1,026 1,026 
-MC: madurez de consumo 
-Diferentes letras representan diferencias significativas entre las muestras utilizando un análisis ANOVA 






Efecto del etileno sobre la expresión de los genes claves involucrados en el 
metabolismo del ácido málico y el cítrico durante la maduración de A. 
cherimola. 
 
Anteriormente se logró determinar que el etileno estaría regulando la 
acumulación del ácido málico y el cítrico durante la maduración de la chirimoya, por lo 
tanto, se estudiaron los genes claves en el metabolismo de cada ácido. En relación con 
los genes posiblemente involucrados en el metabolismo del ácido málico se observó 
que la aplicación de 1-MCP no afectó la expresión de cyNAD-MDH (Figura 12 A), en 
comparación con el tratamiento control. En cambio, la aplicación de etileno exógeno 
solo disminuyó la abundancia relativa de este transcrito en el día 2 de la maduración. 
Por otra parte, se observó que el gen NADP-ME (Figura 12 B) vio afectada su 
expresión cuando se aplicó con 1-MCP, retrasando su expresión hasta el día 7 de la 
maduración llegando a niveles similares al control. En cambio, la aplicación de etileno 
exógeno aceleró su acumulación en el día 2 de la maduración. El gen PEPC (Figura 12 
C) también se ve afectado por la aplicación de 1-MCP retrasando la disminución de la 
expresión del gen hasta el día 7. Al ser tratados con etileno exógeno, la disminución en 
la abundancia de este transcrito fue acelerada al día 2 de la maduración, en relación 
con el control. Con respecto al gen gNAD-MDH (Anexo 1A), sucede algo similar que 
con NADP-ME, la aplicación de 1-MCP retrasa su expresión hasta el día 7 de la 
maduración y la aplicación de etileno acelera su expresión al día 2. Finalmente, al gen 
NAD-ME (Anexo 1B), el tratamiento con 1-MCP aumento la expresión del gen en el día 











































Figura 12. Expresión relativa de los principales genes involucrados en el metabolismo del ácido 
málico, durante la maduración de la chirimoya, almacenadas en condiciones de aire regular 
(control), etileno y 1-MCP. Se analizó mediante qPCR la expresión relativa de los genes cyNAD-MDH 
(A), NADP-ME (B), y PEPC (C), durante la maduración del fruto bajo tres tratamientos. Cada gen fue 
normalizado con el gen de referencia (AcUbiq) y se expresa contra el valor mínimo de abundancia 
relativa en cada punto de evaluación. Diferentes letras representan diferencias significativas entre los 





Con respecto a los principales genes relacionados con el metabolismo del ácido 
cítrico, en la expresión de ACON-1 (Figura 13 A) se observa una disminución en el 
tratamiento con 1-MCP hasta el día 7 de la maduración, mientras que el etileno 
exógeno aumento su expresión en el mismo día, en comparación con el control. La 
expresión del gen ATP-CS (Figura 13 B) se vio afectada con la aplicación de 1-MCP, 
retrasando su expresión hasta el día 9 de la maduración, mientras que el etileno 
exógeno acelero la acumulación al día 2. Los niveles de transcritos de NADP-IDH 
(Anexo 2) no se vieron afectados por la aplicación de los tratamientos, por lo tanto, esta 
hormona no estaría relacionado en la síntesis de este gen a nivel de transcripcion. Por 
otra parte, mCS (Figura 13 C) no se vieron afectados con la aplicación de 1-MCP, ni de 
etileno en comparación al tratamiento control. Sin embargo, se observan diferencias 
significativas al comparar entre los tratamientos en el día 7 de la maduración, por lo 
tanto, este gen estaría siendo regulado por etileno. 
 
 
Figura 13. Expresión relativa de los principales genes relacionados con el metabolismo del ácido 
cítrico durante la maduración de la chirimoya, bajo tres tratamientos. Se analizó mediante qPCR la 
expresión relativa de los genes ACON-1 (A), ATP-CS (B), y mCS (C) durante la maduración del fruto bajo 
tres tratamientos de postcosecha: control, 1-MCP y etileno. Cada gen fue normalizado con el gen de 
referencia (AcUbiq) y se expresa contra el valor mínimo de abundancia relativa en cada punto de 
evaluación. Diferentes letras representan diferencias significativas entre los tratamientos utilizando un 





Efecto del etileno en la actividad de tres enzimas claves del metabolismo del 
ácido málico y cítrico durante la maduración de la chirimoya var. “Concha 
Lisa”. 
Se observó que la actividad enzimática de NAD-MDH (Figura 14 A) se ve 
alterada bajo los tratamientos con 1-MCP o etileno, aumentando la actividad en el día 5 
de la maduración en ambos tratamientos; además de una segunda alza en la actividad 
en el día 9 en las muestras tratadas con 1-MCP en comparación con las frutas 
controles. La actividad de ACON (Figura 14 B) aumenta en el día 9 de la maduración 
bajo el tratamiento con 1-MCP; mientras que al aplicar etileno exógeno disminuye su 
actividad en el día 2, la cual, sin embargo, aumenta nuevamente en el día 7. Por último, 
la actividad de la enzima CS (Figura 14 C) aumenta con ambos tratamientos en el día 2 
de la maduración, sin embargo, bajo el tratamiento de 1-MCP mantiene mayor actividad 




























La maduración en la chirimoya es un proceso rápido, con una gran producción de 
etileno y una alta tasa respiratoria en comparación a otros frutos (Di Santo y cols., 2009; 
Lalel y cols., 2003; Manríquez y cols., 2014; Nogueira y cols., 2012; Pongpraserta y 
Srilaonga, 2014; Yang y cols., 2014; Zheng y cols., 2013). Nosotros observamos, que el 
ablandamiento en esta fruta se produce debido a una fuerte baja en la firmeza al quinto 
día de la maduración (Figura 2) durante el almacenamiento a 20°C, correlacionándose 
a su vez con un aumento en los sólidos solubles totales y la producción de etileno 
(Figura 3). En cambio, otros frutos climatéricos como el durazno (Subedi y Walsh, 
2009), el plátano (Pongpraserta y Srilaonga, 2014) o la manzana (Zheng y cols 2013) 
tienen una disminución de la firmeza en forma paulatina en el tiempo. Al igual que lo 
evidenciado por Manríquez y cols, se observó un doble pico climatérico (Figura 3) el 
cual es típico para este fruto (Manríquez y cols. 2014, Pareek y cols. 2011, Higuchi y 
cols. 1998.). El primer pico, comienza al mismo tiempo que el aumento de la producción 
de etileno, por lo que son eventos relacionados y necesarios para la maduración del 
fruto (Saltveit, 1999). Luego del primer aumento en la tasa respiratoria, se 
desencadenan el desarrollo del aroma y sabor, llegando hasta un desarrollo óptimo del 
fruto para el consumo un poco antes del segundo aumento (Palma y cols., 1993). El 
tratamiento con 1-MCP, retrasa completamente la respiración, la producción de etileno 
y la acidez titulable durante la maduración del fruto (Tabla 3). Por lo tanto, nos lleva a 
pensar que el etileno podría tener alguna relación en la formación de los ácidos 
orgánicos preponderantes de la chirimoya.  
Generalmente, la acidez disminuye durante la maduración en la mayoría de los 
frutos, debido principalmente a que los ácidos orgánicos ven reducida su concentración 
en el tiempo, presumiblemente al ser utilizados como sustratos respiratorios (Etienne y 
cols., 2013; Singleton y Gortner, 1965; Yao y cols., 2009), como por ejemplo en el kiwi o 
la piña, en que aumentan los ácidos orgánicos durante el desarrollo, los cuales 
disminuyen posteriormente en la maduración (Marsh y cols., 2003; Saradhuldhat y Paull 
(2007). Sin embargo, se observó un aumento de la acidez durante la maduración en la 
chirimoya, al igual que estudios anteriores de otros autores (Palma y cols., 1993; 
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Merodio y De La Plaza, 1997; Muñoz y cols. 2004; Manríquez y cols., 2014), siendo los 
ácidos orgánicos málicos y cítrico los preponderantes en este fruto (Figura 4 A, B).  
Para entender como los genes relacionados al metabolismo de los ácidos 
orgánicos estarían participando en el aumento del ácido málico y cítrico, es necesario 
en una primera instancia caracterizar dichos genes. A la fecha, no existía información 
de las secuencias de estos genes en la chirimoya, por lo tanto, en este estudio se 
determinaron las secuencias específicas de los genes claves en el desarrollo de la 
acidez. En el esquema de la Figura 5, se muestra como fue la estrategia utilizada, 
destacando la obtención de amplicones únicos con la utilización de partidores 
heterólogos (Figura 6). Aun así, ya que los partidores heterólogos amplifican 
secuencias muy conservadas en las especies, fue necesario la obtención de la 
secuencia completa de cada gen, para así generar partidores específicos a partir de las 
secuencias obtenidas por RACE-PCR (Rapid Amplification of cDNA End). De esta 
manera, pudimos determinar en esta tesis dos grupos de genes; los que codifican para 
las enzimas involucradas en el metabolismo del ácido málico: malato deshidrogenasa 
dependiente de NAD citoplasmática (AccyNAD-MDH), malato deshidrogenasa 
dependiente NAD del glioxisoma (AcgNAD-MDH), fosfoenolpiruvato carboxilasa 
(AcPEPC), enzima málica dependiente de NAD (AcNAD-ME), y la enzima málica 
dependiente de NADP (AcNADP-ME). Por otra parte, los involucrados en el 
metabolismo del ácido cítrico: aconitasa (AcACON), citrato sintasa (AcCS), ATP-citrato 
sintasa (AcATP-CS) e isocitrato deshidrogenasa dependiente de NADP (AcNADP-IDH) 
(Tabla 2). 
En relación a los genes involucrados en el metabolismo del ácido málico, 
podemos observar cómo se acumulan  los transcritos del gen AcNAD-MDH tanto en su 
forma citoplasmática como la del glioxisoma (Figura 9 A, D), correlacionándose en 
forma directa con el aumento del ácido málico durante la maduración de la chirimoya, 
Este gen está directamente relacionado con la síntesis del ácido málico a partir de 
oxalacetato (Figura 1), por lo que el aumento de los transcritos de este gen podría dar 
cuenta del aumento de este metabolito durante la maduración, lo cual se ha reportado 
en plantas de tabaco transgénicas en donde se sobre-expresa el gen MDH 
citoplasmático, obteniendo plantas con una mayor cantidad de ácido málico en sus 
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hojas (Wang y cols. 2010). En cuando a AcPEPC (Figura 9C), los transcritos 
disminuyen durante los tres últimos días de la maduración, correlacionándose 
completamente con el metabolito, ya que estaría posiblemente metabolizando 
fosfoenolpiruvato a oxalacetato (Figura 1) durante los primeros dos días, para que 
durante el resto de la maduración, este oxalacetato sea metabolizado a ácido málico 
por la acción de la enzima NAD-MDH. Aun así, la disminución en la transcripción de 
AcPEPC, no explicaría por si solo la acumulación de ácido málico en el fruto. Por otra 
parte, en los genes relacionados a la degradación, NAD-ME y NADP-ME (Figura 9 B, 
E) también se observan una acumulación de sus transcritos durante la maduración, 
existiendo tal vez alguna regulación post-transcripcional de estos genes o que de 
alguna forma el ácido málico esté siendo almacenado en la vacuola impidiendo su 
degradación. Esta teoría también se postula en manzana, en donde se sugiere que 
existen una relación entre el almacenamiento, la degradación y la síntesis (Yao y cols. 
2009). Además, variedades de manzana con alta acidez, muestran una acumulación 
vacuolar de ácido málico marcado con C14, en cambio variedades con baja acidez 
presentaban una alta degradación del ácido málico al no ser almacenado (Beruter, 
2004). Por otra parte, se descubrieron dos transportadores en manzana, donde Ma1 es 
el mayor determinante en la concentración de ácido málico en este fruto (Bai y cols., 
2012). 
En cuanto a los genes relacionados al metabolismo del ácido cítrico; existe un 
aumento en los transcritos de los genes responsables de la degradación del ácido: 
ACON-1 y ATP-CS (Figura 10 A, B), no correlacionándose con el aumento del ácido 
cítrico, por lo tanto nosotros postulamos, al igual que en el ácido málico, tal vez exista 
alguna regulación post-transcripcional  de estos genes y/o que el ácido cítrico sea 
almacenado, ya que los transportadores necesarios para almacenar al ácido málico 
también pueden transportar ácido cítrico (Etienne y cols., 2013). Por otra parte, mCS 
(Figura 10 D), responsable de la síntesis de ácido cítrico, se correlaciona 
completamente con la acumulación del metabolito, explicando nuevamente la teoría de 
que posiblemente se lleva a una alta síntesis de los metabolitos con un posterior 
almacenamiento de los mismos. Si bien la acumulación de ácido málico estaría 
relacionado el almacenaje vacuolar, otros estudios demuestran que la concentración de 
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ácido cítrico estaría siendo determinada principalmente por la respiración en el fruto, 
siendo su síntesis la principal vía de acumulación en frutos (Etienne y cols., 2013). Aun 
así las tasas de síntesis y degradación de los ácidos orgánicos no se atribuyen a las 
tasas globales de respiración celular (Perotti y cols., 2014). Por lo tanto, nosotros 
creemos que tal vez en la chirimoya los procesos de acumulación del ácido málico y 
cítrico son atribuibles a la síntesis y almacenaje de los mismos. 
 Con el fin de correlacionar la actividad enzimática, los transcritos de los genes de 
interés y la inusual acumulación de los ácidos orgánicos durante la maduración. Se 
estudiaron algunas enzimas claves en el metabolismo de los ácidos orgánicos. De los 
ocho genes estudiados relacionados al metabolismo de los ácidos orgánicos, se logró 
determinar la actividad de tres enzimas claves; La malato deshidrogenasa (NAD-MDH) 
(Figura 11 A) responsable de la síntesis de malato a partir de OAA, mostró un aumento 
en la actividad hasta el día 7 de la maduración, con una baja al llegar a la madurez de 
consumo. Estos resultados son consistentes a los obtenidos por otros autores en la 
variedad “Fino de Jete” (Muñoz y cols. 2004), en donde se mantiene una alta actividad 
de la enzima, mayor que la actividad de NADP-ME, hasta el final de la maduración, lo 
que estaría sugiriendo que el aumento de la concentración de ácido málico podría ser 
atribuible a este fenómeno.  
 Estos valores de actividad, se relacionan con el aumento del ácido málico, pero 
no con los niveles de transcripción del gen Ac-cyNAD-MDH, el cual al final de la 
maduración presenta una alta transcripción; esto es debido a que la actividad 
enzimática considera una combinación de la actividad citosólica y la mitocondrial, por lo 
que podría existir alguna inconsistencia con los niveles de transcripción del gen, por 
otra parte tal vez exista alguna regulación post transcripcional del gen o post 
traduccional de la proteína para que la enzima no este activa en esta etapa de la 
maduración (Kwon y cols., 2006. Liu y cols., 1999. Yao y cols. 2009). Por lo tanto, la 
baja expresión de Ac-PEPC en conjunto al aumento de NADP-ME, sugiere que el 
aumento del ácido málico está dirigido vía PEPC y NAD-MDH, gatillado por las 
actividades de la piruvato quinasa y NADP-ME. Chen y cols., reportan que la enzima 
ME juega un papel importante en la degradación de ácido málico en nísperos (Chen y 
cols., 2009). Sin embargo, en piña no existe ninguna correlación entre esta enzima y el 
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ácido málico (Saradhuldhat y Paull, 2007), por lo tanto, sería de interés determinar la 
actividad de esta enzima en chirimoya. La enzima aconitasa (ACON) (Figura 11 B), 
muestra una alta actividad en los primeros días de la maduración, relacionándose con 
la poca concentración de ácido cítrico presente, luego baja su actividad, permitiendo 
que el ácido cítrico se acumule en los últimos días de la maduración de la chirimoya.  
 Esta baja actividad en los últimos días se correlaciona con el aumento del ácido 
cítrico, pero no con los niveles de transcritos del gen, en donde existe un aumento en la 
expresión, pero con una baja actividad, dando la posibilidad de que tal vez exista algún 
mecanismo de regulación post transcripcional del gen, estos resultados son 
consistentes a los encontrados en limón, en donde una baja actividad de ACON lleva a 
una acumulación del ácido cítrico (Sadka y cols., 2000). En piña se observó que la 
actividad enzimática de la aconitasa (ACON), podría ser una de las principales 
responsables en le regulación del ácido cítrico para variedades con alta y baja acidez 
(Saradhuldhat y Paull. 2007). Sin embargo, faltarían más estudios para probar esta 
teoría en la chirimoya. La enzima CS (Figura 11 C) aumenta su actividad durante la 
maduración de la chirimoya, relacionándose con la expresión relativa del gen, y la 
acumulación del ácido cítrico, siendo unos de los posibles responsables de la síntesis 
del metabolito en el fruto para su posterior acumulación.  En cítricos, es la enzima clave 
en la síntesis de ácido cítrico correlacionándose positivamente la acumulación del 
metabolito con la actividad enzimática (Wen y cols. 2001). Además, en variedades con 
alta acidez en piña se evidencio una alta actividad enzimática de la CS, pero no en las 
de baja acidez (Saradhuldhat y Paull. 2007). Por lo tanto, en chirimoya la acumulación 
del ácido cítrico estaría siendo dirigida por la síntesis de ácido cítrico por la CS, en 
conjunto a la baja actividad de ACON que impediría su degradación. 
Este aumento en la acidez de la chirimoya y la mayor tasa de producción de 
etileno en comparación a otros frutos, nos hace preguntar si es posible que esta 
hormona esté regulando de alguna manera el metabolismo de los ácidos orgánicos en 
la chirimoya a un nivel metabólico, genético y enzimático. Es así como se estudiaron los 
metabolitos, genes y enzimas que participan en el metabolismo de los ácidos málico y 
cítrico, bajo los efectos de inhibición y/o estimulación en la percepción de etileno.  
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 Como se describió anteriormente, el etileno es una hormona vegetal que regula 
numerosos procesos, entre ellos el desarrollo, maduración y senescencia en muchos 
frutos (Saltveit, 1999). En esta tesis se determinó como esta hormona estaría 
relacionada en el aumento de la acidez. Según los resultados obtenidos en esta tesis, el 
etileno estaría regulando el desarrollo de los atributos de madurez (Tabla 3); los 
eventos de ablandamiento, tasa respiratoria y producción de etileno, los que son 
acelerados en las muestras tratadas con etileno, mientras que el 1-MCP retrasa cada 
uno de estos atributos. Sin embargo, el etileno producido por el fruto tratado con 1-MCP 
disminuye durante toda la maduración, sin llegar a los valores normales de producción 
de la hormona. Por lo tanto, el etileno estaría regulando el ablandamiento, la tasa 
respiratoria y la producción de etileno al igual que en otros frutos como ciruela, 
manzana, pera, papaya, durazno y platano (Martinez-Romero y cols., 2003. Fans y 
cols., 1999. Yang y cols., 2013. Argenta y cols., 2003. Fabi y cols., 2007. Fan y cols., 
2002. Pongpraserta y Srilaonga, 2014).  
Por otra parte, la acidez titulable no se vio afectada por la aplicación de 1-MCP 
durante la maduración del fruto, pero si se aceleró el proceso de acumulación por la 
aplicación de etileno exógeno (Tabla 3). Este fenómeno puede ser debido a que el 
etileno exógeno estaría adelantando todo el proceso de maduración del fruto, afectando 
indirectamente a la acidez titulable durante este proceso, en cambio el retrasar la 
maduración por efecto de la inhibición en la percepción del etileno, generaría una 
producción normal de la acidez, ya que no se están adelantando los procesos 
biológicos de la maduración. En cambio, se ha evidenciado en manzana que la 
aplicación de 1-MCP aumenta la acidez titulable en el desarrollo del fruto, por lo tanto el 
etileno estaría regulando  la disminución de la acidez titulable durante el desarrollo de  
la manzana (Liu y cols. 2016). Aun así, ya que los frutos tratados con 1-MCP 
demoraron más tiempo en llegar a la madurez de consumo, estos pudieron acumular 
una mayor acidez en comparación al control.  
Por lo tanto, se postula en que el etileno no estaría participando en la generación 
de la acidez titulable en la chirimoya, y el tiempo en que se demora el fruto en llegar a la 
madurez de consumo, le permite generar una mayor acidez titulable. Con respecto a los 
ácidos málico y cítrico, predominantes en este fruto, el etileno si estaría relacionado al 
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aumento de ambos ácidos, ya que el etileno exógeno y el 1-MCP acelera y retrasa 
respectivamente la acumulación de los mismos, llegando a la madurez de consumo sin 
diferencias significativas en la concentración de cada ácido con los distintos 
tratamientos (Tabla 4). Por lo tanto, el etileno estaría de alguna manera promoviendo la 
acumulación de estos ácidos, pero sin afectar la acidez titulable en el fruto, a diferencia 
de manzana en que el etileno estaría participando en la degradación de cada 
metabolito, ya que manzanas tratadas con 1-MCP tienen una mayor concentraron de 
cada ácido a diferencia del control al final del desarrollo (Liu y cols. 2016). 
En la hipótesis de esta tesis, postulamos que el etileno estaría regulando el 
metabolismo de los ácidos orgánicos provocando un aumento y/o disminución de los 
transcritos de los distintos genes relacionado a la síntesis o degradación del ácido 
málico y cítrico. Si bien, la acumulación de cada ácido está regulada por etileno, es 
necesario estudiar si es que esta hormona regula de alguna manera a los genes claves 
en el metabolismo. En relación al metabolismo del ácido málico (Figura 12), podemos 
observar que la aplicación de etileno exógeno y 1-MCP, acelera y retrasa 
respectivamente el aumento en la expresión relativa de los genes NADP-ME y gNAD-
MDH (Anexo 1A), y la disminución de PEPC. Al parecer, el etileno no estaría regulando 
el gen cyNAD-MDH el cual es uno de los genes claves en el metabolismo de este ácido, 
debido a que representa el 70 al 80% del NAD-MDH total en varios frutos (Etienne y 
cols., 2013), si es que se compara el tratamiento con las muestras control, en cambio al 
comparar los frutos tratados con Etileno y 1-MCP (entre tratamientos), se evidencias 
diferencias significativas en los niveles de transcritos, por lo que esta hormona si estaría 
regulando al gen. Por otra parte, el gen NAD-ME (Anexo 1B) solo se ve afectado por la 
aplicación de 1-MCP impidiendo la disminución en la expresión del gen en el día 5 de la 
maduración, lo que en teoría generaría una menor acumulación del ácido málico por su 
degradación, aun así las muestras tratadas con 1-MCP acumulan al final de la 
maduración la misma cantidad de ácido que los frutos control, por lo tanto no estaría 
participando en una degradación del ácido si se analiza a nivel de transcritos.  
En frutos se ha descrito que el principal responsable de la síntesis del ácido 
málico es el gen NAD-MDH citoplasmático (Etienne y cols., 2013), y según nuestras 
evidencias podríamos decir que el etileno  estaría regulando desde la síntesis la 
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acumulación de ácido málico, en conjunto a la degradación. En manzana, se ha 
evidenciado el mismo comportamiento que la chirimoya con respecto a la regulación del 
etileno en el gen MdPEPC, además de una regulación negativa del etileno en el gen 
MdcyMDH, y con una regulación negativa en la acumulación del ácido málico (Liu y 
cols. 2016), lo que nos podría indicar que tal vez la acumulación de este ácido sea por 
el almacenamiento y por la síntesis. Al igual que el ácido málico, los genes relacionados 
a la degradación en el metabolismo del ácido cítrico también son posiblemente 
regulados por etileno, ya que se observó una aceleración en la expresión relativa e los 
genes ACON-1 y ATP-CS en la maduración cuando las muestras fueron sometidas a 
etileno exógeno y la aplicación de 1-MCP retraso la expresión de ambos genes. No se 
observó ningún cambio en la respuesta a etileno exógeno ni 1-MCP, en el gen mCS 
(Figura 13 C) y NADP-IDH (Anexo 2) al ser comparadas las muestras con el control, 
pero al igual que  el gen cyNAD-MDH, mCS si presenta diferencias entre los 
tratamientos 1-MCP y Etileno al ser comparadas entre ellos, al igual que en  plátano, 
donde CS también es regulado por etileno (Liu y cols., 2013), por lo que postulamos 
que a nivel de transcritos, tanto el metabolismo del ácido málico como el cítrico, 
estarían siendo regulados por etileno, al igual que en los genes involucrados en la 
degradación y síntesis de ambos ácidos,  
Por otra parte, a nivel enzimático, no está muy claro como el etileno estaría 
regulando la actividad de las mismas. Nuestros resultados indican que una alteración 
en la señalización del etileno, ya sea inhibiendo o potenciando la acción de la hormona, 
llevan a cambios en la actividad enzimática durante la maduración de la chirimoya, 
debido a que tanto el tratamiento con etileno como el 1-MCP, desencadeno un aumento 
en la actividad de las enzimas (Anexo 3).  
Específicamente, para el enzima malato deshidrogenasa (NAD-MDH), la 
aplicación de etileno exógeno y 1-MCP aumento la actividad de la enzima en el 
segundo día de la maduración, por lo tanto, al afectar de alguna forma la vía de 
señalización de etileno, aumenta la actividad de la enzima. Posteriormente, la actividad 
durante la maduración permanece sin diferencias significativas entre tratamientos, aun 
así, en las muestras tratadas con 1-MCP vuelve a experimentar una mayor actividad en 
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días posteriores (Anexo 3 A), lo que no impide que aumente la concentración de ácido 
málico final en las muestras.  
En cuanto a la enzima ACON, se observó que la aplicación de etileno exógeno 
disminuyo significativamente la actividad de la enzima, en las etapas tempranas de la 
maduración, posteriormente estas muestras presentan una mayor actividad en el último 
día de la maduración. Al ser tratadas con 1-MCP, no se evidenciaron diferencias al 
control hasta el noveno día de la maduración, donde estas muestras presentaron una 
mayor actividad enzimática (Anexo 3 B). Este fenómeno podría deberse a que tal vez 
exista algún tipo de regulación en etapas tempranas que en presencia de etileno 
disminuya la actividad de esta enzima y otro tipo de regulación que en etapas tardías 
elevan la actividad en conjunto a etileno. Por último, en la enzima CS se observó que al 
igual a la enzima NAD-MDH, si se altera de alguna forma la señalización del etileno, la 
actividad de la enzima se eleva, aun así las muestras tratadas con 1-MCP, mostraron 
una mayor actividad que el control hasta el noveno día de la maduración (Anexo 3 C). 
Por lo tanto, si bien la actividad de esta enzima se ve afectada por una alteración en la 
percepción del etileno, la ausencia de etileno permite que exista algún tipo de 
regulación que resulte en una mayor actividad de la enzima. 
En base a los resultados obtenidos y los datos recopilados a través de la 
bibliografía, nosotros postulamos la siguiente figura (Figura 15), en donde se muestra 
la regulación desde la percepción de etileno hasta que tipo de respuesta 









Figura 15. Esquema de la regulación del etileno en el metabolismo del ácido málico y cítrico en 
chirimoya: En la figura se muestran los principales reguladores que desencadenan la respuesta a 
etileno; ETR: receptores de respuesta a etileno, (ERS) los sensores de respuesta a etileno, EIN: 
sensores de insensibilidad a etileno y CTR1: el regulador constitutivo de triple respuesta. Los genes que 
estarían siendo regulados por Etileno; NADP-ME: enzima málica dependiente de NADP, gNAD-MDH: 
malato deshidrogenasa glioxisomal dependiente de NAD, PEP-C: fosfoenolpiruvato carboxilasa, ACON: 
aconitasa y ATP-CS: Citrato Liasa dependiente de ATP. Figura modificada desde la publicación de 










 Los ácidos orgánicos preponderantes en A. cherimola Mill. Cv “Concha Lisa” son 
el ácido málico y el cítrico, los que aumentan 2 y 6 veces respectivamente, 
correlacionandose con el aumento de la acidez titulable en el fruto. Poco se sabe con 
respecto a que genes estarían relacionados al metabolismo de los ácidos orgánicos 
durante la maduración en la chirimoya. Logramos identificar 9 genes relacionados a 
este metabolismo, en los cuales el aumento de la expresión de los genes de síntesis, 
cyNAD-MDH y mCS estarían correlacionándose con los niveles de cada ácido, lo cual, 
en conjunto al análisis bibliográfico, serian fundamentales en la síntesis de estos ácidos 
orgánicos. Nuestros resultados indican que el etileno estaría regulando los genes 
involucrados en la degradación del ácido málico y cítrico; NADP-ME, ACON, ATP-CS y 
PEPC, y el de síntesis de ácido málico gNAD-MDH, en los cuales se ve alterada su 
transcripción durante la maduración, aun así en los principales genes relacionados a la 
síntesis de ambos ácidos (cyNAD-MDH y mCS) no se observaron diferencias 
significativas en la transcripción de los genes al comparar los tratamientos con el 
control, pero si entre tratamientos, por lo que etileno si estaría regulando la síntesis a 
nivel transcripcional. Por otra parte, una modificación en la percepción de etileno 
generaría distintas respuestas en las enzimas relacionadas a la síntesis de estos 
ácidos, ya que tanto bloqueando o estimulando la percepción del etileno se obtienen 
resultados similares en la actividad de las enzimas, no dejando claro el mecanismo por 
el cual se alteraría su actividad. Sería interesante estudiar algunos genes relacionados 
al transporte vacuolar de estos ácidos, y como estos estarían siendo regulados por 
etileno, para así complementar la teoría expuesta de que la acumulación de dichos 
ácidos seria por el almacenamiento y por la síntesis en la chirimoya, por otra parte, 
seria de ayuda determinar si es que existe algún tipo de regulación post traduccional 
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Anexo 1. Expresión de los genes involucrados en el metabolismo del ácido málico, durante la 
maduración de la chirimoya, almacenadas en condiciones de aire regular (control), etileno y 1-
MCP. Se analizó mediante qPCR la expresión relativa de los genes; malato deshidrogenasa del 
glioxisoma, gNAD-MDH (A) y y la enzima Málica dependiente de NAD, NAD-ME (B), durante la 
maduración del fruto bajo tres tratamientos. Cada gen fue normalizado con el gen de referencia (AcUbiq) 
y se expresa contra el valor mínimo de abundancia relativa en cada punto de evaluación. Diferentes 
letras representan diferencias significativas entre los tratamientos utilizando un análisis ANOVA con LSD 













Anexo 2. Expresión relativa del gen NADP-IDH relacionado al metabolismo del ácido cítrico 
durante la maduración de la chirimoya, almacenadas en condiciones de aire regular (control), 
etileno y 1-MCP. Se analizó mediante qPCR la expresión relativa de NADP-IDH, durante la maduración 
del fruto bajo tres tratamientos. El gen fue normalizado con el gen de referencia (AcUbiq) y se expresa 
contra el valor mínimo de abundancia relativa en cada punto de evaluación. Diferentes letras representan 






Anexo 3. Actividad de tres enzimas responsables del metabolismo del ácido málico y cítrico 
durante la maduración de la chirimoya, bajo los efectos de aire (control), etileno y 1-MCP: Con el 
fin de determinar si es que el etileno estaría regulando la actividad enzimática se analizó mediante 
espectrofotometría la actividad de tres enzimas: NAD-MDH (A), ACON (B) y CS (C) durante la 
maduración del fruto. Diferentes letras representan diferencias significativas entre los tratamientos 
utilizando un análisis ANOVA con LSD y P ˂ 0.05. 
